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論文内容要旨
 【緒言鯛
 ヒトの膵管上皮には種々の異型を示す増殖性変化が見いだされる。これら異型上皮が癌発生過
 程に占める位置をどのように理解すべきか,これは多くの研究者が関心を抱きっつなお未解決の
 問題である。異型上皮はその異型の程度から従来病理学的に過形成(再生性異型)・異形成
 (dysplasia)・上皮内癌(CIS)などに分けて扱われてきたが,これらは便宜的・主観的な区分
 であるため異型の程度を再現性ある仕方で把握出来ず,癌発生との関係を明かにするうえで困難
 を生じていた。この問題を解決するには客観的な異型度の評価方法に基づいて再現性のある異型
 上皮の最適分類を確立し,その性質および癌との関連性を明かにする必要がある。
 本研究では上皮細胞の異型度を5種類のパラメータとして計量し,その平均と分散から9変量
 (9次元)の多変量解析(ここではクラスター解析による)を行って数量化による異型上皮の客
 観的最適カテゴリーを導いた。次に,各カテゴリーの病態的意義を把握する目的で,癌関連抗原
 carcinoembryonicantigen(CEA)の発現様式,3次元的膵管内分布,および癌遺伝子Ki-rαs
 の異常を検索して群間の差を検討し,癌発生における異型上皮の意義について総合的に考察した。
 匿対象と方法類
 膵疾患53例の手術材料を10%緩衝フォルマリンにて還流固定した後厚さL5m皿に全割し,それ
 ぞれをパラフィン包埋して3μm厚切片を2枚1組として数組ずつ作成し,HE染色および
 CEA免疫染色を行った。さらにそれらに連続して20μm厚の切片を作成し,遺伝子解析に使用
 した。上皮異型度は,その要素として核断面積S,核長径D,核細胞質比N/C,核形状係数Q,
 極性Hの5種について数量化し,それぞれの平均と分散を各々変量として(N/Cに関しては平
 均のみ),計9変量として定めた。各変量はHE切片上で種々の異なった異型度を示す膵管上皮
 領域を正常域を含めて計78領域抽出し,1領域当たり990倍の顕微鏡写真を5枚撮影して,それ
 をタブレット型ディジタイザのうえに固定し1領域あたり60-80個の細胞について核,細胞質の
 輪郭をそれぞれディジタル画像処理装置にトレース入力して定めた。これら9変量から9次元ク
 ラスター解析(Ward法)を行い,最適なグループ分けを導いた。演算には東北大学大型計算機
 センターのACOS(NEC)およびそのアプリケーションソフトを使用した。クラスター解析の
 結果は線型判別分析および正準判別分析によりその妥当性を検討した。CEA免疫染色は抗CEA
 モノクローナル抗体,ビオチン化ウサギ抗マウス抗体を用い,ABC法あるいはAEC法にて行っ
 た。反応様式はGradeO;negative,Grade1;apical,Grade2A;cytoplasmicwithpolarity,
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 Grade2B;cy七〇plasmicwithoutpolarity,Grade3;stroma1の5群に分けて定め,異型度分
 類との関連性を検討した。異型上皮の膵管内における3次元的分布を検討するために,粘液産生
 膵腫瘍15例の切除標本から連続切片を作製して膵管像を再構成し,クラスター解析による異型度
 分類に基づいてその上皮を異型度別にマッピングした。対象78病変中50病変についてKi-rαs遺
 伝子異常の検索を行った。20μm厚切片より形態計量を行った部分に相当する部位を顕微鏡下
 に切りだし,酵素処理後polymerasechanereaction法にてcodon12領域を増幅し,dotblot
 hybridizationにより塩基置換の有無を検討した。CEA免疫反応およびKi-rαs遺伝子異常の結
 果はx2検定により有意差検定を行った。
匿結果遡
 (1)クラスター解析により膵管の異型上皮は正常群・低異型度群・高異型度群の3群に段階分
 け可能であることが示された。低異型度群は良性群,高異型度群は悪性群にそれぞれ相当してい
 た。(2)これら3群でCEAの発現様式はnegaLive-apica1-cytoplasmicと段階的な変化を示し,
 形態カテゴリーとの対応が明瞭であった。(3)3次元的に低異型度群の病変は膵管内の広い範囲
 に多発し,高異型度群上皮は連続した一体性の病巣を形成する傾向が認められた。(4)Ki-rα8遺
 伝子は正常群は野性型だが低異型度群・高異型度群で共に85%に点突然変異が認められ,この遺
 伝子変異は異型上皮発生の初期段階に関与すると考えられた。
 以上より膵管上皮の癌は3群に分けられた異型の変化を経て発生すると仮定され,軽異型度群
 上皮を先行病変とする癌発生すなわちDysplasia-carcinomasequenceの形で進展すると考えら
 れる。
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 審査結果の要旨
 癌と異型上皮の関係は多くの研究者により興味を持たれ,議論の対象となっている。そのよう
 な研究における最大の問題点は癌或は腫瘍と異型性病変をどのようにして区別し分類するかにあっ
 た。これらは病理学的に異型度の違いとして区別されるが,従来は組織像の観察により個々の研
 究者が直感的に判断する以外には扱いようがなく,このため再現性のある研究を困難にし,客観
 的解析に支障をきたしていた。さらに,異型上皮病変の病態的意義は未だ不明であり,臨床的に
 その取扱に際して少なからず混乱をきたしている。
 この問題を解決するために本研究では膵管上皮の異型性変化を対象に,形態計量の手法から異
 型度を9種のパラメータの組み合せとして客観的に表現する方法を確立させた。次のこのように
 して多変量データとして表現された78例の膵管遺型上皮病変に対してメインフレームコンピュー
 タを使用したクラスター分析を頻回行い,正常群,低異型度群,高異型度群の3群への分類可能
 性を見いだした。この結果の再現性は線型および正準判別分析により検討された。さらに,これ
 ら3群でCEA免疫反応性,膵管内3次元分布,Ki-ms遺伝子異常を検索し,それぞれが特徴的
 性質を有することを明らかにし,異型のカテゴリーが腫瘍発生の異なるステップに相当するとの
 仮説を得た。
 今回,計算機支援下に得られた異型上皮の最適分類は従来の分類と合致するカテゴリーを有し
 ている一方で,異形成に代表される中間的異型が統計学的規則にしたがって処理されており,客
 観的な分類基準が存在するという点において全く異なっている。この異型のカテゴリーが腫瘍関
 連蛋白および遺伝子異常の差異と結び付いていることを示し,従来の病理形態的情報が生化学的
 あるいは分子生物学的性質を反映することを明らかにしている。膵臓における腫瘍発生が多段階
 的変化を経ることはこれまで報告されておらず,初めて明確にされる概念である。本研究に用い
 られた手法は腫瘍性病変の解析に広く応用可能で,腫瘍発生のメカニズムの全貌を解明する道を
 開くものと期待される。
 本研究は膵癌が異型上皮を母地として発生することを強く示唆しており,Dysplasia-
 carcinomasequenceを証明する重要かっ画期的な新知見を含んでいる。これにより,本論文は
 十分に学位授与に値するものと判断された。
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